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1．要旨 
 
 脾臓と肝臓における、放射線誘発突
然変異の線量率依存性について、遺
伝子導入された gpt delta マウスを使っ
て調査した。このマウスは、放射線照射
によって誘発される突然変異の主たる
型である欠失型の突然変異を特異的
に検出することが可能である。照射に
用 いた線 量 率 は、920ｍGy/min、1ｍ
Gy/min、12.5μGy/min である。両組
織において、線量率が増加するに伴っ
て突然変異頻度が増加し、突然変異
誘発率は線量率に依存していた。突然
変異誘発率は、中間の線量率では肝
臓より脾臓の方が高かったが、高線量
率や低線量率では二つの組織で似た
ような結果であった。肝臓での突然変
異誘発率は中線量率、低線量率では
大きな違いはなかった。突然変異の分
子的な性質を調べると、高線量率と低
線量率の照射の後では、二つの組織
において 2 から 1,000 塩基対の欠失型
突然変異が明らかに増加していた。切
断点で全く相同的なシークエンスのな
い欠失型突然変異の発生は高線量率
で照射した後の脾臓で上昇していた。
これらの結果は、体細胞組織における
放 射 線 による変 異 誘発 効 果 が、線 量
率 に依 存 しており、しかもその様 子 は
組織によって異なることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
2．背景 
 
生物においては、殆どの放射線によ
る効果が線量率によって影響を受ける
ことがわかっている。この線量率効果の
定量的研究は、放射線影響のメカニズ
ムを理解する上でも、またリスクの評価
のためにも重要である。一方突然変異
は生物学的な指標として最もよく研究
されたものの一つであり、癌の誘発や、
寿命の短縮、遺伝的影響のような長期
間的影響に関わっていると思われてい
る。しかしながら、突然変異の殆どの研
究は培養された細胞を使って行われて
おり、組織レベルでの研究は脾臓のリ
ンパ球 1)、腸の幹細胞 2)、生殖細胞な
どに限られていた 3）4）。生殖細胞におけ
る突然変異は、マウスを使って二つの
グループにより広範に研究されている。
そのうち Russell らは、突然変異誘発の
効率が、線量率を 900ｍGy/min から 8
ｍGy/miｎに下げると 1/3 に下がること
を見つけた。さらに７μGy/min まで線
量率を下げても突然変異誘発効率に
大きな違いのないことも見出している 4）。
一方で Lyon らは、10μGy/min での突
然 変 異 誘 発 効 率 が、50μGy/min と
8mGy/min での値よりわずかではあるが
増加することを報告している 3)。生殖細
胞における線量率効果はメダカでも観
察されている 5）。体細胞組織における
研究は主にマウスを利用して行われて
きた。具体的には、脾臓のリンパ球内
の Hprt 遺伝子上での突然変異 １）、小
腸の幹細胞における Dlb1 遺伝子上で
の突然変異 2）などがある。これらの細
胞の中で、高線量率（およそ１Gy/min）
と低線量率（Hprt では 99μGy/min、
Dlb1 では 10ｍGy/min）で異なった線
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量率効果が見出されている 1）２）。また、
脾臓の Hprt 遺伝子では、突然変異誘
発効果は 690μGy /min と 99μGy/min で
は同じ値が得られている １）。他方、血
液中のリンパ球の染色体転座は 3.5、14、
28μGy/min でほぼ同じ放射線感受性を
示すことが報告されている 6）。さらに培
養された体細胞でも似たような線量率
依存性があきらかにされている 7)8)。こら
らの研究はすべて、0.5 から 2Gy/min
の線量率では高い突然変異誘発効果
が、また3.5μGy/minから50ｍGy/minの範
囲の線量率では低い突然変異誘発効
果が得られるという意味で、よく一致し
ている。 
 非常に低い線量率での線量率効果
を調べた Vilenchikと Knudson は、他の
生物学的指標と同様に突然変異誘発
効率も、ある低線量率領域では変化し
ない訳ではなく、かえって増 加する傾
向にあり、線量率依存性をプロットする
と放物線を描く応答をしている可能性
がある事を指摘している 9)10)。一方で、
脾臓のリンパ球における染色体異常に
関 す る更に 最近の 研 究 で は 、 890 ｍ
Gy/min から 0.76μGy/min の線量率
領域での効果が連続的に下がっていく
ことが明らかにされた 11)。 
このように、放射線の DNA変異誘発
効率の線量率依存性についての解析
は未だ不十分な状況にある。本研究の
目的は、脾臓と肝臓という二つの体細
胞組織における放射線誘発突然変異
の線量率効果を明らかにすることであ
る。 
 これまでの体細胞突然変異研究の主
な制約は、突 然 変 異 を探る方法の欠
如であった。しかしながら、突然変異の
評価が出来るように遺伝子導入された
マウスが創られたことによってこの問題
は克服された。これらのマウスではゲノ
ムの中に細菌、あるいはファージの遺
伝子が導入され、その細菌の遺伝子は、
マウスの DNA として変異を起こし、その
後細菌のシステムを利用することによっ
て変異体として評価分析が出来る 12)。
本研究ではファージDNAが導入された
gpt delta マウスを用いた。このマウスは
17 番染色体上に lambda EG10 のゲノ
ム DNA を約 80 コピー有しており、Spi－
分析により lambda EG10 ゲノムの真ん
中部分に位置する red-gam 遺伝子で
の欠失型の突然変異に焦点をあて、そ
こでの欠失型変異を特異的に解析す
ることができる 13)14)。以前の研究から、
放射線によって誘発される突然変異の
大部分は欠失型であることが分かって
おり 15)16)、これまでにこのマウスを用い、
5～50Gy の高線量率放射線による突
然変異誘発が報告されている 17)18)。本
研究では、Russell らが、以前から用い
てきたのと同じレベルの線量率を用い
て実験を行なった。そうすることで、以
前の研究結果と比較しやすくするため
である。具 体的 には、低線 量率 として
12.5 μ Gy/min 、 中 線 量 率 と し て
1mGy/min 、 高 線 量 率 と し て
920mGy/min を用いた。またこれまでの
研究結果から、低線 量率照射におい
ては、突然変異を検出、分析するのに
総線量 8Gy は必要であろうと考えた。
臓器については、細 胞分裂が活発な
脾臓と、それほど活発ではない肝臓を
用いることで、それらの間で放射線によ
る突 然 変 異 に臓器依 存 性 があるかを
調べた。 
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3．材料と方法 
 
3.1 マウスと照射 
Lambda EG10 のゲノム DNA を遺伝
子導入された gpt delta マウス（Fig.1）
を、Dlb1 遺伝子 19)をもつ SWR マウスと
交配し、red-gam 遺伝子 15)と Dlb1 遺伝
子の両遺伝子を持った F1 マウスを用
いた。Dlb1 遺伝子での研究結果は別
途報告されている 20）。 
一部の F1 マウスは 2 ヶ月齢のときに
産業医科大学で 920ｍGy/min または１
ｍGy/min の線量率の 137Cs でγ線を照
射され、照射後一週間でサンプリング
された。脾臓と肝臓は切り出されドライ
アイス上で凍結され、使用するまで‐70
度で保存された。他の F1 マウスは、環
境科学技術研究所で 137Cs からのγ線
を低線量率で照射出来る施設を使い、
12.5μＧy/min というかなりの低線量率
で 483 日間にわたって連続して照射さ
れた。マウスの照射は 2ヶ月齢で始めら
れ、毎日、22時間曝された。残りの 2時
間（朝 10 時から 12 時）は、マウスの健
康状態のチェックや餌、水、ケージの
交換や部屋の掃除に充てられた。コン
トロールのマウスは、照射しないこと以
外は、隣の部屋で同じやりかたで取り
扱った。全てのマウスは SPF 条件下で
飼育された 21)22)。マウスの取扱いに関
する全ての手順は、産業医科大学と環
境科学技術研究所の動物実験ガイド
ラインに従った。 
 
3.2．突然変異分析 
 マウスゲノム DNA はフェノールを使っ
て脾臓と肝臓から抽出した。マウスゲノ
ムに導入された lambda EG10 DNA は
パ ッ ケ ー ジ ン グ エ ク ス ト ラ ク ト
（ Transpack
○R
 Packaging Extract, 
Stratagene, La Jolla, CA）を使うことに
よってマウスゲノムから分離し、ファージ
の一部として回収した。ファージ数は、
XL-1 Blue MRA大腸菌上でのプラーク
数によって評価した。Lambda ファージ
の中の red-gam 遺伝子に突然変異を
きたしたファージは、P2 ファージを溶原
化した大腸菌 XL-1Blue MRA（P2）上
でのプラークとして検出した 13)14)。 
 
3.3.DNA 塩基配列分析 
 突然変異をもつファージ DNA の塩基
配列は、変異体ファージの DNA の抽
出、PCR 増幅、増幅された断片のシー
ク エ ン シ ン グ で決定 し た 。初め に 、
1,900bp の red-gam 遺伝子を PCR で
増幅した。PCR 産物が獲得された時は、
断片の両方の終点からシークエンスし
た。PCR 産物が生産されなかった場合、
PCR プライマーのどちらか或いは両方
に相当する部位が欠失していると考え
られるので、より広い DNA領域にプライ
マーを設定し PCR 反応を行なった。プ
ライマーは両側から順次外側へ広げて
い っ た（Fig.2,Table1 ）。PCR が うまく
DNA の断片を生み出した時は、欠失
突然変 異の末端を決定するためにそ
の PCR産物をシークエンスした。得られ
た塩基配列は野生型の lambda EG10
のそれらと比較して、変異がどのような
ものかを明らかにした。 
 変異体を解析すると、そのすべてで
野 生 型 の 配 列 と 異 な る 部 位 が 、
red-gam 遺伝子の中と周辺で 10 か所
出てきた。これら 10 か所の変異は、マ
ウスから分離された４つ以上の野生型
の lambda EG10ファージで共通してみ
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られたことから、これらの変 異 は、gpt 
delta マウスの中 で使 われた lambda 
EG10 のシークエンスですでに存在して
いたと考えた。これらを Table2 に示した。
見つかった他の全ての変異は、個々の
突然変異ファージに特有で、少なくとも
３つの野生型のクローンの中ではみつ
からなかった。これらを突然変異として
カウントした。Tandem,multiple,complex
といったような通常存在しない突然変
異が見られた時は、その変異が正しい
ことを DNA２重鎖の両方のストランドを
シークエンスすることで確定した。 
 ひとつの突然変異クローンにおいて、
red-gam 遺伝子の中に lambda EG10
シークエンスの他の部分が挿入された
ものがあった。この挿入されたシークエ
ンスがオリジナルシークエンスの複製に
よって生み出 されたものなのか、DNA
断片の転移によるものなのかを決定す
るために、変異体の中にオリジナルシ
ークエンスが存在するかどうかを調べる
べく、この配列の中と下流で PCR 増幅
を 行 な っ た 。 プライマ ー の位置は 、
lambdaEG10 での 4476－4496（21mer）
と 6638-6658（21mer）である。 
 
3.4 統計分析 
 統計的解析は StatView 5.0 を使って
行った。突然変異の頻度は、t-test で
解析した。突然変異誘発の線量効果
関係は、回帰分析に依った。脾臓と肝
臓両方とも、異なる線量率下での線量
による反応のばらつきは ANCOVA で
解析した。異なるタイプの突然変異の
発生は、分割表を用いて分析した。全
てのケースにおいて、P 値が 0.05 に満
たないものを、統計的に有意差がある
と考えた。 
 
4.結果 
 
4.1 誘発の線量率依存性 
 gpt delta マウスの脾臓と肝臓におい
て、高線量率（920ｍGy/min）、中線量率
（1mGy/min）、低線量率（12.5μGy/min）と
いう異なる線量率のγ線を照射した結
果観察された突然変異頻度が Fig.3 で
ある。個々のマウスの突然変異頻度は
Table3 と 4 に示した。コントロールであ
る照 射 されていないマウスでは、両組
織で 2 ヶ月齢と 18 ヶ月齢の間に僅かな
突然 変異 頻 度の増加 が見られた。脾
臓での上昇は 2 ヶ月齢マウスで（1.083
±0.180）×10-6 [4]であったのが、18 ヶ
月齢では（1.783±0.492）×10-6 [9]に
上昇し、その差は P値が 0.0033 であっ
たので統計的に有意なものであった。
（ [ ]内の数字は、解析したマウスの個
体数を示す。）肝臓での僅かな上昇は、
統計的に有意とはいえなかった（P 値
＝0.243）。次に、高線量率または中線
量率での 2Gy から 8Gy 照射後には、
両組織で直線的な突然変異頻度の上
昇があった。結果の直線回帰分析では、
突然変異頻度（×10-6）と線量（Gy）に
は以下の相関関係があることが示され
た。すなわち突然変異頻度は、 
高線量率の脾臓； 
1.11+（0.477±0,081）×D,  r=0.871 
中線量率の脾臓； 
1.14+（0.323±0.048）×D, r=0.922 
低線量率の脾臓； 
1.78+（0.089±0.031）×D,  r=0.572 
高線量率の肝臓； 
0.743+（0.413±0.064）×D, ｒ＝0.917 
中線量率の肝臓； 
1.364+（0.118±0.053）×D, r=0.643 
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低線量率の肝臓； 
1.554+（0.126±0.040）×D,  r=0.622 
であった。 
 上記の線量効果関係から 1Gy 当たり
の変異誘発率を求め、線量率に対して
プロットすると Fig.4 のようになった。脾
臓での突然変異誘発効率は、高線量
率 と 低 線 量 率 で は 異 な っ て い て
(P=0.0002)、中線量率と低線量率でも
異なっているが (P=0.0370)、高線量率
と中線量率での差は有意ではなかった。
肝臓では、高線量率での突然変異誘
発率は、中線量率、低線量率での値と
統計的に有意差があった（P=0.0024、
P=0.0035）。中線量率と低線量率で突
然変異誘発率はほぼ同じであった。脾
臓と肝臓での突然変異誘発効率を比
較すると、中線量率では統計的に有意
差が認められたが（P=0.0037）、高線量
率と低線量率では認められなかった。 
 
4.2 放射線照射によって誘発された突
然変異の分子特性 
 放射線照射によってどのような形の突
然変異が誘発されるかを知るために、
変異体の DNA 塩基配列を解析した。
コントロール群及び 4Gy、8Gy 照射群
からそれぞれ 3 匹ずつをランダムに選
び、見出された変異体の DNA 塩基配
列を決めた。各グループ当り、26～38
個の変異体を分析した。同一サンプル
から見出された同一の突然変異は、一
度生じた変異が DNA 複製によって増
えただけで、はじめに生じた変異では
ない可能性があるので、以下の変異の
スペクトル解析からは除外した。その結
果総数として 236 個の変異体がオリジ
ナル変異として残された。すべての突
然変異のクローンは、gam 遺伝子で欠
失変異を起こしていた。例外は２例で、
１つは gam 遺伝子に塩基置換が見られ
red 遺伝子に欠失があるもの、もう一つ
は gam 遺伝子に塩基置換があり red 遺
伝子に tandem 変異のあるものであっ
た。 
 これらのオリジナル突然変異を以下
の 6 つのグループに分けた。１塩基対
欠失、2 から 1,000 塩基対欠失、1,000
塩 基 対 を越える欠 失 、挿入 、multiple
変異、complex 変異、である。欠失を 1、
2-1000、>1000 というように欠失した塩
基対の数によって分けたのは、実験結
果をそのように分けると放射線の影響
が明らかになったという経験則による。
Multiple 変異は red-gam 遺伝子ないし
はそれに隣接した領域の離れた位置
で二つないしはそれ以上の突然変異
が見られるものと定義した。Complex 変
異は、前のグループに含まれていない
あらゆる種類の突然変異を含む。一つ
の位置で欠失と挿入が同時に起こるよ
うな場合がこれにあたる。照射されたマ
ウスとコントロールのマウスそれぞれの
突然変異のタイプのパーセンテージは
Fig.5 に示した。コントロールのマウスで
は、１塩基対の欠失が多く、1,000 塩基
対を越える欠失が２番目に多かった。
組織による違いは見られなかった。この
パターンはマウスのエイジが 2 ヶ月齢で
あっても 18 ヶ月齢であっても同様であ
った。照射されたマウスでは、組織や照
射 の様式に関 わら ず 2 塩 基 対 から
1,000 塩基対の欠失の頻度が上昇した。
高線量率で 4Gy 照射したマウスの脾臓、
高線量率で 8Gy 照射したマウスの肝臓、
低線量率で 8Gy 照射したマウスの脾臓
での同変異の増加は、それぞれコント
ロール群と統計的に有意な差があった。
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肝臓での低線量率照射後の上昇は統
計的に有意とは言えなかった。こうした
結果は、照射によって２から 1,000 塩基
対の欠失突然変異が特異的に誘発さ
れることを示している。高線量率または
低線量率照射後の突然変異のスペクト
ルには明白な差は見られなかった。 
 挿入や multiple、complex といったほ
かのタイプの突然変異は頻繁なもので
は な か っ た 。 Table5 に 、 multiple と
complex 突然変異で見られた変化を示
した。Complex 突然変異は、11 クロー
ン見られ、それらは全て一つの場所で
欠失と挿入が同時に起こったということ
で説明がつく。Multiple 変異は 14 あり、
そのうち 11 が、離れた場所で 2 つの突
然変異を起こしている。これらのいくつ
かは、complex突然変異と tandem 突然
変異を含んでいた。Tandem 突然変異
は、隣り合った 2 つの塩基対が同時に
他の塩基対に変わることを意味してい
る。残る３つの multiple 変異は、もっと
複雑である。低線量率照射されたマウ
スの肝臓に由来するクローン 18L6-10
は、近い位置で二 つの塩 基置換と一
つの塩基欠失を起こしていた。これらの
突然変異は 25,100 から 25,104 までの
5 塩基対の欠失と AGCG の挿入が同
時に起こったとも説明出来る。もしそう
だとすると、このクローンは complex 変
異に分類されるべきである。高齢のコン
トロールマウスの肝臓で見つかったクロ
ーン 18L2-1 は 5 つの塩基置換と 7,664
塩基対という一つの大きな欠失を示し
た。5 つの塩基置換のうち３つは欠失の
左端から 32、24、18 塩基対離れたとこ
ろで起きていた。他の 2 つの塩基置換
は、欠失の右端から 238、827 塩基対
離れたところで起きていた。5 つの塩基
置換は全て、G:C から A:T への変化で
あった。3 つ目の multiple 変異は 8Gy
を高線量率で照射された 2S4-5 の脾
臓 で 見 つ か っ た 。 こ こ で は 、
24,136-33,071 の 欠 失 、同位置への
12-6,147 配列の挿入 、同位置への
ACA 配列の挿入、36,025 と 38,876 の
部位での塩基置換が起こっていた。こ
れらの変異は Fig.6 に図示した。12 から
6,147 塩基対のオリジナルシークエンス
が残っていることは、6,147 の上流側と
下流側に位置するプライマーを使った
PCR で確認出来た。従って、挿入され
た配列は単に転移したシークエンスで
はなくオリジナルのシークエンスが一度
複製され、その後 で挿入 されたものと
考えられる。 
  
5.考察 
 
 本研 究 では、体 細 胞 組 織 での放 射
線照射による突然変異誘発効果が線
量率と組織に依存することを明らかにし
た。 
まず最初にコントロールの突然変異
頻度について考察すると、使用したコ
ントロールマウスは、脾臓・肝臓 ともに
高線量率と中線量率では 2 ヶ月齢のも
の、低線量率では 18 ヶ月齢のものであ
る。脾臓・肝臓ともに２ヶ月齢のものより
18 ヶ月齢のものの方が突然変異頻度
の平均値が上昇している。これは 18 ヶ
月齢のマウスが加齢によって突然変異
を起こしてい るため で、それによって
Fig.3 の y 切片にはバラつきが出たと考
えられる。 
次に放射線による突然変異誘発に
ついて考察する。肝臓では、線量率を
920mGy/min から 1mGy/min に下げた
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場合、突 然 変 異 誘 発 効 率 は 0.41× 
10－6/Gy から 0.12×10－6/Gy に下がっ
たが、線量率をさらに 12.5μGy/min に
まで下げた場合は同じ効果のままだっ
た。高線量率での効果は gpt delta マウ
スを使って 0.77Gy/min のＸ線を照射し
た以前の実験結果 18)と類似したものだ
った。線量率依存性は精原細胞 3)4)や
脾臓の T細胞 1)、腸幹細胞 2)での以前
の観察結果と似ていた。一方、脾臓で
は、線量率を 920mGy/min から 12.5 
μGy/min に下げるに従ってその効果
も 0.48×10 － 6/Gy から 0.089×10 －
6/Gy に減少した。線量率が 1mGy/min
の時には肝臓より脾臓の方が効率は高
か っ た が 、 920mGy/min や 12.5 μ
Gy/min の時には似たような効率だった
（Fig.4）。 
 線量率を１mGy/min から 12.5μGy/min
にさげた時に観察された脾臓での突然
変異誘発率の減少は、Hprt 遺伝子突
然変異率で観察された脾臓の T リンパ
球での結果と一致しない。T リンパ球で
は、500mGy/min と 0.69mGy/min の間
で減少し、更に低い 99μGy/min では
更なる減少は見出されていない 1)。この
食い違いは Hprt 遺伝子突然変異の頻
度、特に低線量率照射での過小評価
で説明がつく。なぜなら Hprt 遺伝子突
然変異の頻度は時間とともに減少する
と報告されているからである 1)。低線量
率照射条件下では、突然変異解析は
照射が始まってから長時間経ってから
行われており、早い段階で誘発された
突然変異は除去されてしまっていると
考えられ、観察される変異数は少なく
なると考えられる。 
 本研究では、線量効果関係は３つの
線量率で直線的であると考えた。直線
性は以前に、精原細胞の突然変異誘
発効果でも見られている 4)。一方、染色
体異常の生成については、直線という
よりも直線-二次曲線であると考えられ
ている 23)。従って突然変異誘発の線量
に対する反応は、直線と言うよりむしろ
直線-二次曲線的である可能性もある
が、今回の研究で得られたデータは限
られたものであり、突然変異誘発に関
する線量効 果関係が直線的であるの
か直線-二次曲線的であるのか決定す
るのは難しい。 
 我々が今回採用 した低 線 量 率 は、
12.5μGy/min で、照射は 483 日間続
けられた。こうした状況下で観察された
突然変異の多くは幹細胞のもので、特
に細胞が増殖している組織である脾臓
においてはそのように考えられる。一方、
高、中線量率はそれぞれ 920mGy/min
と 1mGy/min で照射の総時間は 8.7分
間、5.56日間で、総線量が 8Gy に達す
るように照射し、突然変異頻度は照射
後１週間で評価した。こうした状況下で
観察された突然変異は、幹細胞よりも
前駆細胞（progenitor cell）と最終的に
分化した細胞がほとんどであったと考え
られる。従って中線量率、低線量率で
照 射 された脾 臓で観察 された突 然 変
異誘発率の違いは、幹細胞と前駆細
胞 /分化細 胞 との放射 線 感 受 性 の違
いを反映している可能性もある。しかし
ながら、この考えは肝臓にはあてはまら
ないように思える。なぜなら肝臓では突
然変異誘発率は中線量と低線量で似
通っていて、また細胞の分裂は非常に
ゆっくりであるからだ。 
 高線量率照射での突然変異誘発効果で評
価された線量率効果は、低線量率照射での
それの 5.4倍（脾臓）及び 3.3倍（肝臓）
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であった (Fig.4)。これらの値 は過去に
腫瘍を誘発する効果で見出されている
線量率効果（2～11倍）と大まかには類
似したものである 24)。無論、後者はマウ
スの組 織 や遺 伝 的 背 景 、性別などに
左右されるし、今回用 いたマウスでの
放射線発癌についての線量率依存性
についてのデータはない。しかし、突然
変異誘発と腫瘍誘発の線量率効果の
類似性は、その二者の間に何らかの関
係がある可能性を示唆しているとも考
えられる。 
 次に変異の分子特性についてである
が、変異の DNA 分子特性の解析では、
コントロールマウス、照射されたマウスの
両方で欠失が最も多い型として見られ、
そのサイズは 1 から 8,112 塩基対であっ
た。これらの欠失において、照射群で
は 2 から 1,000 塩基対のサイズの欠失
が増加しており（Fig.5）、照射によって
誘発されたことが伺える。同じような結
果は過去に脾臓でも観察されている 17）。
1,000 塩基対を越える大きな欠失は、
脾臓のコントロール、4Gy および 8Gy を
高線量率照射群で同じように見出され
た（Fig.5A）。ところが、低線量率照射
のあとでは、統計的に有意差はないも
のの(P=0.0697)、その値はコントロール
群より減少している（Fig.5B）。このこと
は、大きな欠失の生成は、高線量率照
射 と比較すると低 線 量 率 照 射 の時の
方が抑制されることを示している。似た
ような現象は培養細胞でも報告されて
いる 7）。肝臓でも、高線量率照射後は
大きな欠失のわずかな減少が見られた
（Fig.5C）。低線量率照射後の減少傾
向は、はっきりしなかった(Fig.5D)。これ
は脾臓と肝臓とでは、放射線誘発突然
変異について組織による違いがあるこ
とを示唆している。 
 酵母での DNA 二重鎖切断の修復の
研究では、欠失型の突然変異を産み
出 す プ ロ セ ス と し て 、 NHEJ
（nonhomologous end joining 非 相同
末端結合 ） 、 MMEJ （ microhomology 
mediated end joining  微小相同配列
を介した再結合 ）、SSA(single-strand 
annealing 一本鎖アニーリング)の 3 種
類の DNA 修復システムが働くと報告さ
れている 25)26)。これらの修復システムの
違いは、２重鎖切断によってつくり出さ
れた DNA の末端の再結合に使われる
相同なシークエンスのサイズが異なって
いることである。そのサイズは NHEJ で
は１から４ヌクレオチド、MMEJ では５か
ら 20 ヌクレオチド、SSA では 20 を越え
る相同なシークエンスであるとされてい
る 25)。似たような現象は、鶏と哺乳類の
細胞でも観察されている 26)27)。そこで本
研究で見出された欠失突然変異の末
端近くの相同なシークエンスを調べると、
相同配列は０、１－４、５以上のものが
見出された。観察された最大の相同な
サイズは 12 ヌクレオチドで、SSA と一致
するような 20 を越える相同配列を持つ
ものは見つからなかった。 
欠失突然変異総数の中でのそれぞ
れの種類の突然変異のパーセンテー
ジを示したのが Fig.7 である。この中に
は multiple 変異及び complex 変異は
含まれていない。相同配列 0 のパーセ
ンテージは高線量率で 8Gy 照射した
脾臓で増えている(Fig.7A)（P=0.0443）。
その増加は 5 またはそれ以上のヌクレ
オチドの相同配列をもつものの減少と
同時に起こっている。これは、MMEJ の
貢献は、少なくとも脾臓では小さいもの
だということを示唆している。統計的に
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有意 ではないが、同 様 な傾向は高 線
量率で 8Gy 照射した肝臓でも見られる
（Fig.7C）(P=0.0964)。1-4 塩基対が相
同な欠失の頻度は今回の解析ではあ
まり変わらなかった。コントロールと照射
されたマウスに見られたすべての突然
変異を合算すると、末端の相同配列が
5 またはそれ以上ある欠失の頻度は、
肝臓より脾臓のほうが多かった。脾臓で
は 114 の突然変異のうち 30 見られてい
るのに、肝臓では 92 のうち 10 しかなか
った(P=0.00533)。従って、MMEJ の貢
献は肝臓より脾臓のほうが高いと推測
される。このことは MMEJが細胞周期の
S 及び G2 期により能率的に働くという
酵母でのデータと一致する 25)26)。という
のは、脾臓では多くの細胞は分裂して
いて、それゆえ S及び G2 期にある細胞
含有率の高い組織であるからだ。肝臓
は専ら G0 あるいは G1 期でゆっくりと分
裂している。 
 この研究で見つけられた 236 の突然
変異のなかで、14 は multiple 変異であ
った。この頻度は 5.9×10-2 であり、単
一の変異が偶然二回起こったと考える
には高すぎる。なぜなら一つの突然変
異の期待される突然変異の頻度は 1～
5×10-６であり、それが二回起こる確率
は、1～25×10-12 と極端に低くなるから
である。Multiple 変異の出現頻度が高
くなる現象は、Big-Blue マウスの通常
の組織 28)や老齢の MutaTM マウスの腸
の細胞の上皮組織 29)など、他のシステ
ムでも観察されている 30)。これらの変異
の生成を説明しうる可能性のあるメカニ
ズ ム と し て 、 い く つ か の損傷乗越え
DNA ポリメラーゼの関与が挙げられる。
これは、たった数キロ塩基対の範囲で、
極端に高いエラー頻度で DNA を複製
すると報 告 されているシステムである
31)32)33)34)。 
 このような multiple 変異がどのように
生み出 されるかを理 解するために、こ
れらの分子の性質を吟味することがそ
の一助になるだろう。14 の multiple 変
異のうち、13 が欠失、挿入、complex型
の突然変異を含んでいて、DNA の長さ
が変わっていた。１つの例外は gam 遺
伝子での塩基置換と red 遺伝子での
tandem 変異であった。DNA の近接す
る位置での欠失突然変異と他のタイプ
の突然変異の高頻度な発生は、過去
に２つのケースが報告されている。１つ
は、第２イントロンに 37塩基対の欠失を
持つ Ki-ras oncogene の例である 35)。こ
こでは、欠失部位の近くで多くの塩基
置換変異が見出されている。もう１つは、
進化の過程での挿入及び欠失突然変
異である 36)。欠失変異の起った近辺で
１ヌクレオチドの変化が多く観察されて
いる。これらの現象の分子的なメカニズ
ムはまだ解明されていないが、MMEJに
おける損傷乗越え DNA ポリメラーゼの
関与が考えられる 26)。 
 老齢のコントロールマウスの肝臓で見
つかった 18L2-1 の突然変異のクロー
ンは近いエリアに 7,664 塩基対の欠失
と５塩基の置換を有していた。５つの塩
基置換はすべて G:C から A:T への転
移突然変異であった。これはデオキシ
リボヌクレオチド三リン酸の pool size の
不均衡により誘発されている可能性が
挙げ ら れ る 。 培 養 さ れ た 細 胞 で は 、
dTTP の pool size の増加が G:C から
A:T への塩基置換変異の誘発をもたら
すことが示されている 37)38)。欠失突然
変異に近い領域で塩基置換が多発し
た場合に、欠失変異とともに DNAポリメ
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ラーゼが働くことで、pool size 効果が
より効果的になることを示唆している。こ
のクローンで見つかった欠失突然変異
は末端に相同なシークエンスを全く持
っておらず、このことはそれが MMEJ や
SSA で産生されたのではないことを示し
ている。 
 結論として、脾臓、肝臓における放射
線照射の突然変異誘発効果は線量率
に依存していること、また、そこでは組
織依存性のあることが明らかになった。
変異の分子的特徴も二つの組織間で
少し異なることが明らかにされた。他の
組 織 での更なる研究は個体 レベルで
の線量率効果を理解するのに重要で
あろう。 
 
6.今後の展望 
 
 今回の実験では、欠失変異だけを見
出すマウスを使い解析を行なったが、
それでも検出出来る欠失サイズ、は最
大でも約 8,000 塩基対であった。その
理由は、lambda EG10 のゲノム DNA を
マウスゲノムから回収する際、約 8,000
塩基対以上の欠失があるとファージ形
成が出来ないことにある。他方 、放射
線による欠失は 8,000 塩基対以上のも
のもあるはずで、これらの変異も検出で
きるような新しい系の開発が望まれる。 
また、今回調べた低 線量率放射線
は 、12.5μ Gy/min であ っ た。こ れは
485 日間で 8Gy に相当するが、今回の
解析結果からは更に低い線量率での
変異検出は難しいことが示唆されてい
る。そのためには、より感受性の高い変
異 検 出系マウスの開発 が必要 であろ
う。 
 本研究により、線量率効果には臓器
依存性があることもわかったが、それが
何故なのかを分子生物学的に解明す
ることも今後の課題である。 
 また、今回使用したマウスを使って放
射線発癌の線量率依存性を調べること
により、突然変異と放射線発癌の関係
がわかる可能性がある。その関係がわ
かれば、突 然 変 異 を調 べる事で放 射
線発癌のリスクが推測出来ることになり、
将来的に臨床への応用も期待されると
ころである。 
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Table 1  シークエンシングに用いられた PCR プライマーの塩基配列とその lambda EG10 での位置。 
 
 
name F or R   oligomer Tm（℃） Start 
PCR primers   sequence(5'-3')       
1 F ctctcctttgatgcgaatgccagc 24 59 21,950 
2 R ggagtaattatgcggaacagaatcatgc 28 58 26,704 
3 F gtgaggatgcgtcatcgccattgctccc 28 66 23,439 
4 R gaaaagatgtttcgtgaagccgtcgacgc 29 65 25,377 
5 F cgtggtctgagtgtgttacagagg 24 59 18,874 
6 R gttatgcgttgttccatacaacctcc 26 58 40,811 
12 R cggtcgagggacctaataacttcg 24 59 32,890 
 
 
Location
19,377
19,787
20,705
23,118
23,849
24,068
34,896
35,010
38,668
39,732
17
a
塩基置換は下線で、挿入された塩基は括弧で示してある。＋１は、1つの塩基挿入を意味する。
　　　　　　　　　　　　　　　　CAGAC → CAAAC
　　　　　　　　　　　　　　　　CAGTG → CAATG
　　　　　　　　　　　　　　　　GGAAA → GGGAA
Table 2  gpt delta マウスで見つかった共通の変異。
　　　　　　　　　　　　　　　　GTTTC → GTCTC
　　　　　　　　　　　　　　　　GTGAA → GTAAA
　　　　　　　　　　　　　　　　TCATC → TCTTC
　　　　　　　　　　　　　　　　CACC → CA(A)CC (+1)
Alteration
a
　　　　　　　　　　　　　　　　TTACC → TTGCC
　　　　　　　　　　　　　　　　CCGC → CC(T)GC (+1)
　　　　　　　　　　　　　　　　CTGCT → CTACT
Total dose (Gy) Age (month) Dose rate
a
MF (10
-6
)
b
0 2 - 0.977
0 2 - 1.188
0 2 - 1.277
0 2 - 0.891
2 2 H 1.684
2 2 H 1.859
2 2 H 2.289
4 2 H 2.843
4 2 H 4.028
4 2 H 3.197
4 2 H 2.675
8 2 H 6.740
8 2 H 5.175
8 2 H 3.333
8 2 H 4.233
4 2 M 2.299
4 2 M 1.972
4 2 M 2.929
4 2 M 2.755
8 2 M 2.883
8 2 M 4.228
8 2 M 3.843
8 2 M 3.844
0 18 - 2.504
0 18 - 1.147
0 18 - 1.583
0 18 - 2.245
0 18 - 1.285
0 18 - 2.049
0 18 - 1.211
0 18 - 1.990
8 18 L 1.986
8 18 L 1.784
8 18 L 2.262
8 18 L 2.017
8 18 L 2.967
8 18 L 2.275
8 18 L 2.470
8 18 L 2.135
8 18 L 2.665
8 18 L 3.822
8 18 L 2.543
a  Hは線量率920mGy/min、Mは1mGy/min、Lは12.5μGy/min、-は非照射をそれぞれ表す。
b  MFは突然変異頻度を表す。
 　　　　　　Table 3  脾臓における突然変異頻度。
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Total dose (Gy) Age (month) Dose rate
a
MF (10
-6
)
b
0 2 - 0.507
0 2 - 1.439
0 2 - 1.587
0 2 - 1.394
4 2 H 2.451
4 2 H 1.944
4 2 H 1.866
8 2 H 3.006
8 2 H 4.960
8 2 H 3.984
8 2 H 4.337
8 2 H 4.398
4 2 M 0.948
4 2 M 2.500
4 2 M 1.554
8 2 M 2.490
8 2 M 2.113
8 2 M 2.061
8 2 M 2.821
0 18 - 1.629
0 18 - 2.242
0 18 - 1.316
0 18 - 1.738
0 18 - 1.156
0 18 - 0.966
0 18 - 1.959
0 18 - 1.417
8 18 L 2.484
8 18 L 1.652
8 18 L 2.485
8 18 L 1.299
8 18 L 3.280
8 18 L 1.658
8 18 L 2.846
8 18 L 3.704
8 18 L 3.372
8 18 L 2.819
a  Hは線量率920mGy/min、Mは1mGy/min、Lは12.5μGy/min、-は非照射をそれぞれ表す。
b  MFは突然変異頻度を表す。
Table 4  肝臓における突然変異頻度。
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Tissue
Age
(months)
Dose
(Gy)
a
Mutant
number Position Change
b
Class
c
Spleen 2 4 2S1-6 24,987-24,997 GCCA…CTGA→GC(G)GA（-11+1） C
2S2-7 25,054-25,055 GGCGTT→GG(T)TT（-2+1） C
2S3-1 25,012 GGCCT→GGGCT M
25,018 CCTTTTTCC→CCTTTTCC(-1)
8 2S4-5 24,136-33,071 GCCA…TTAC→GC(AC…GA)GG（-8,936+6,139) C,M
36,025 AACCA→AATCA
38,876 GATAA→GAAAA
2S6-2 24,981-24,983 TGTTCTG→TG(GG)TG（-3+2) C
2S6-6 24,513-25,284 GCGA…AGGG→GC(AA)GG（-772+2) C
2S6-8 25,016-25,017 ATCAAA→AT（T）AA（-2+1) C
18 0 18S1-12 23,942 CAGC→CA(CA…CA)GC（+17) M
24,730-26,052 TCTT…ACAC→TCAC（-1,323)
18S2-12 20,057 AGAT→AG(TC…AG)AT（+28) M
20,345-26,215 ACCA…TTGG→ACGG（-5,870)
18S3-1 21,208 AGAAA→AGGAA M
21,581-25,835 TGGG…CAGT→TG(T)GT(-4,255+1) C
18S3-6 24,511-25,737 GCAG…GCTT→GCTT(-1,227) M
25,762 GCGCG→GCACG
8(chr) 18S5-12 23,700-24,828 CGAG…AGTG→CGTG(-3,979) M
25,075 ATAGC→ATCGC
Liver 2 0 2L2-1 24,943-24,944 CCTGGT→CC(A)GT(-2+1) C
2L3-8 25,049 CCCGT→CCGT(-1) M
32,876-39,221 TCCC…TCTG→TCTG（-6,297)
8 2L4-9 25,055-25,057 GCGTTGC→GC(TG)GC（-3+2) C
2L4-12 24,948-24,949 TGGTGA→TGAAGA T,M
24,955-24,967 CAAT…CATG→CATG(-13)
2L6-3 25,019 AAACG→AACG(-1) M
26,083 TGGTT→TGTTT
2L6-5 24,983 TTCTG→TTTG(-1) M
25,147 GGGCG→GGTCG
2L6-10 23,514-25,232 TGAA…TAGC→TG(CT)GC（-1,719+2) C
18 0 18L1-4 24,902-25,002 GTGC…ACTC→GT（AA）TC（-101+2) C
18L2-1 23,849 CAGGC→CAAGC M
23,902 TGCTT→TGTTT
23,908 AGCGT→AGTGT
23,925-31,588 CCAC…TGTA→CCTA(-7,664)
31,825 CGGCG→CGACG
32,414 TGCAG→TGTAG
18 8(chr) 18L6-2 24,760-24,761 TTGGCA→TTTTCA T,M
25,017 TCAAA→TCTAA
18L6-6 25,056-25,820 CGTT…TGGT→CG(A)GT（-765+1) C
18L6-10 25,100 CAGGC→CAAGC M
25,103 GCCTT→GCGTT
25,108 CCTTTTTCC→CCTTTTCC(-1)
a  （Chr）は線量率12.5μGy/minで483日間連続照射したことを意味する。
b 変化したシークエンスはアンダーラインを引いた。括弧内の塩基は挿入された塩基を表している。括弧内の数字のマイナスは欠失
のサイズを表し、プラスは挿入のサイズを表している。
c Cでcomplex変異を、Mでmultiple変異を、Tでtandem変異を表している。
Table 5  通常存在しない突然変異。
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Fig. 1 gpt delta マウスの概略図。 
 
C57BL/6 マウスの１７番染色体に lambda EG10 の DNA が約 80 コピー導入されている。
Lambda EG10 は、そのゲノムの中央部に red と gam という遺伝子を有する。Spi-分析は、そ
の 2 つの遺伝子での突然変異を探知出来る。 
Chr. 17 
80 copies/ 
genome 
red. gam 
λEG10 genome (48kbp) 
gpt delta mouse 
80 copies/ 
genome 
18903
Fig. 2   Lambda EG10 の遺伝子マップとPCRに用いたプライマーの位置 
39)
。
遺伝子はredAとredB遺伝子をコードしている。
LEFT-J cro-RIGHT
1 23450
24918
25334
27333 32796
33442
33889
40761 48416
redA
redB
gam
bio gpt cat
loxP loxP
18874 21950
23439
25377
26704
32890 40811
5 1 3 4 2 12 6PCR primers
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A B
Fig. 3  異なる線量率での放射線誘発突然変異。
Gpt delta × SWR のF1マウスに、920mGy/min、1mGy/min、12.5μGy/minの線
量率でγ線を照射した時の突然変異誘発。Aは脾臓、Bは肝臓での変異。図中
のクローズド・シンボルは各々のマウスの突然変異頻度を表しており、オープン・
シンボルは平均値を、タテ線は標準偏差を表している。○と太い直線は
920mGy/minを、△と点線は1mGy/minを、□と細い直線は12.5μGy/minをそれ
ぞれ表す。
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Fig. 4  red-gam 遺伝子上での放射線による突然変異誘発効率の線量率依存性。 
 
Fig.3 のデータを直線回帰で分析したもので、横軸は線量率。肝臓は実線と白丸で、脾臓
は点線と黒丸で表した。垂直な線は傾斜の標準偏差である。1mGy/min の時の肝臓と脾臓
の突然変異誘発効率には統計的な有意差がある。 
0.01 1 100 10,000 
Dose rate (mGy/min) 
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Fig. 5  A. B. 
 非照射マウスと照射されたマウスで見出された変異体のシークエンス解析を行い、異なるタイプの変異
頻度（％）をプロットした。欠失突然変異は、1bp、2-1000bp、1,000bp を超えるものというように、欠失した
フラグメントのサイズに応じて 3 つのグループに分けた。白いカラムはエイジを合わせたコントロールマウス、
灰色のカラムは 4Gy 照射されたマウス、黒のカラムは 8Gy 照射されたマウスをそれぞれ表している。高線
量率照射したマウス、低線量率照射したマウス共に 2-1000bp の欠失のパーセンテージは照射後に有意
に上昇した。星印は、コントロールと照射されたマウスの間に統計的有意差があったことを表している。  
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Fig. 5  C. D. 
高線量率照射したマウスで、2-1000bp の欠失のパーセンテージが照射後に有意に上昇した。 
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Fig. 6  高線量率照射したマウスの脾臓で見つかったcomplex変異をもつ
lambda EG10のゲノムを示した図。
　上の水平な線は、野生型のlambda EG10のゲノムを示しており、数字は左端のｃｏｓ
siteから数えた塩基対の位置を表している。下の水平な線は、突然変異を起こした
lambda EG10を示している。中央の灰色の四角形は突然変異が起こる前後のred-gam
遺伝子を示している。黒い矢印は12から6,174の間に位置する、lambda EG10のシーク
エンスを示している。突然変異を起こしたDNAでは、以下の5つの変異が見つかった。
36,025と38,876での2つの塩基置換、24,136から33,071までの塩基の欠失、12から
6,174までの塩基対の複製と挿入、そして複製されたフラグメントの左端でのACAシー
クエンスの挿入である。
ACA+dup del BSBS
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欠失型変異が、DNAのsingle-strand annealingにより起こったことを示唆する断
端での繰り返し配列を、0bp、1-4bp、5bp以上に区別し、それぞれの頻度を調べ
たもの。Aは急照射したマウスの脾臓、Bは緩照射したマウスの脾臓、Cは急照射
したマウスの肝臓、Dは緩照射したマウスの肝臓。急照射したマウスの脾臓での
み、8Gy照射時にみられる欠失変異には断端に繰り返し配列のないものが多かっ
た。
A B
C D
Fig. 7　欠失の断端に繰り返し配列がみられる変異体の頻度。
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